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Dieser Artikel behandelt das prokaryontische antivirale System. Zur Verwendung bei der Bearbeitung von Genen 


siehe CRISPR-Genbearbeitung . 
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CRISPR ( /krıspar/) (ein Akronym für geclusterte regelmäßig kurz palindromischen repeats voneinander 
beabstandete ) ist eine Familie von DNA - Sequenzen in den gefundenen Genomen von prokaryontischen Organismen 
wie Bakterien und Archaebakterien . 2 Diese Sequenzen stammen von DNA-Fragmenten von Bakteriophagendie zuvor 
den Prokaryoten infiziert hatten. Sie werden verwendet, um DNA von ähnlichen Bakteriophagen bei nachfolgenden 
Infektionen nachzuweisen und zu zerstören. Daher spielen diese Sequenzen eine Schlüsselrolle im antiviralen (dh gegen 
Phagen) Abwehrsystem von Prokaryonten und stellen eine Form der erworbenen Immunität bereit . zusuası CRISPR 
werden in ungefähr 50 % der sequenzierten Bakteriengenome und fast 90 % der sequenzierten Archaeen gefunden. & 
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Diagramm des prokaryotischen antiviralen Abwehrmechanismus CRISPR 7 


Cas9 (oder "CRISPR-assoziiertes Protein 9") ist ein Enzym , das CRISPR-Sequenzen als Leitfaden verwendet, um 
spezifische DNA-Stränge zu erkennen und zu spalten, die zur CRISPR-Sequenz komplementär sind. Cas9-Enzyme 
bilden zusammen mit CRISPR-Sequenzen die Grundlage einer Technologie namens CRISPR-Cas9 , mit der Gene 
innerhalb von Organismen bearbeitet werden können. sa Dieser Bearbeitungsprozess hat eine Vielzahl von 
Anwendungen, darunter biologische Grundlagenforschung, Entwicklung biotechnologischer Produkte und Behandlung 
von Krankheiten. ranı Die Entwicklung der Genome Editing-Technik CRISPR-Cas9 wurde 2020 mit dem Nobelpreis für 
Chemie ausgezeichnet, der anEmmanuelle Charpentier und Jennifer Doudna . rana 
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Geschichte | Bearbeiten ] 


Wiederholte Sequenzen | Bearbeiten ] 


Die Entdeckung geclusterter DNA-Wiederholungen fand unabhängig in drei Teilen der Welt statt. Die erste Beschreibung 
dessen, was später CRISPR genannt werden sollte, stammt von dem Forscher der Universität Osaka Yoshizumi 

Ishino und seinen Kollegen aus dem Jahr 1987. Sie klonten versehentlich einen Teil einer CRISPR-Sequenz zusammen 
mit dem ,„ iap“-Gen (Isozyme-Umwandlung der alkalischen Phosphatase) aus dem Genom von Escherichia coli "4⁄5 das 
war ihr Ziel. Die Organisation der Wiederholungen war ungewöhnlich. Wiederholte Sequenzen werden typischerweise 
hintereinander angeordnet, ohne dass unterschiedliche Sequenzen eingestreut werden. "at Sie kannten die Funktion der 
unterbrochenen Cluster-Wiederholungen nicht. 


1993 veröffentlichten Forscher von Mycobacterium tuberculosis in den Niederlanden zwei Artikel über eine Ansammlung 
unterbrochener direkter Wiederholungen (DR) in diesem Bakterium. Sie erkannten die Vielfalt der Sequenzen, die in die 
direkten Wiederholungen zwischen verschiedenen Stämmen von M. tuberculosis eingreifen "a und nutzten diese 
Eigenschaft, um eine Typisierungsmethode zu entwickeln, die Spoligotyping genannt wurde und noch heute verwendet 
wird. mana 


Francisco Mojica von der Universität Alicante in Spanien untersuchte Wiederholungen, die in den archaealen Organismen 
der Haloferax- und Haloarcula- Arten beobachtet wurden, und deren Funktion. Mojicas Betreuer vermutete damals, dass 
die geclusterten Wiederholungen eine Rolle bei der korrekten Auftrennung der replizierten DNA in Tochterzellen während 
der Zellteilung spielten, da Plasmide und Chromosomen mit identischen Wiederholungsanordnungen in Haloferax 
volcanii nicht koexistieren konnten . Erstmals wurde auch die Transkription der unterbrochenen Wiederholungen 
festgestellt; dies war die erste vollständige Charakterisierung von CRISPR. raralm Jahr 2000 führte Mojica eine Umfrage 
in der wissenschaftlichen Literatur durch und einer seiner Studenten führte eine Suche in veröffentlichten Genomen mit 
einem von ihm entwickelten Programm durch. Sie identifizierten unterbrochene Wiederholungen bei 20 Mikrobenarten als 
zur gleichen Familie gehörend. zu Da diese Sequenzen interspaced waren, nannte Mojica diese Sequenzen zunächst 
„Short Regular Spaced Repeats“ (SRSR). 21 Im Jahr 2001 schlugen Mojica und Ruud Jansen , die nach zusätzlichen 
unterbrochenen Wiederholungen suchten, das Akronym CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats) vor, um die Verwirrung zu beseitigen, die sich aus den zahlreichen Akronymen ergab, die in der 
wissenschaftlichen Literatur zur Beschreibung der Sequenzen verwendet wurden. realm Jahr 2002 haben Tang et 

al. zeigten, dass CRISPR-Repeat-Regionen aus dem Genom von Archaeoglobus fulgidus in lange RNA-Moleküle 
transkribiert wurden, die anschließend zu kleinen RNAs mit einer Länge von Einheiten sowie einigen längeren Formen 
von 2, 3 oder mehr Spacer-Repeat-Einheiten verarbeitet wurden. 2124 


2005 Joghurt Forscher Rodolphe Barrangou , entdeckt , dass Streptococcus thermophilus nach iterativen Phage 
Herausforderungen, Phagenresistenz erhöht entwickelt, und dieser erhöhte Resistenz ist Einbau zusätzlicher CRISPR 
Spacer - Sequenzen durch. 25 Der dänische Lebensmittelkonzern Danisco, für den Barrangou damals arbeitete, 
entwickelte daraufhin phagenresistente S. thermophilus- Stämme für den Einsatz in der Joghurtherstellung. Danisco 
wurde später von DuPont aufgekauft , das "rund 50 Prozent des globalen Milchkulturmarktes besitzt" und die Technologie 
wurde zum Mainstream. 2% 


CRISPR-assoziierte Systeme | bearbeiten ] 


Eine wichtige Ergänzung zum Verständnis von CRISPR kam mit Jansens Beobachtung, dass der Prokaryoten-Repeat- 
Cluster von einer Reihe homologer Gene begleitet wurde, die CRISPR-assoziierte Systeme oder cas- Gene 

bilden. Zunächst wurden vier cas- Gene ( cas 1-4) erkannt. Die CAS - Proteine zeigten Helikase und Nuklease - Motive , 
eine Rolle in der dynamischen Struktur des CRISPR - Loci hinweist. 22 In dieser Veröffentlichung wurde das Akronym 
CRISPR als universeller Name für dieses Muster verwendet. Die CRISPR-Funktion blieb jedoch rätselhaft. 


cas genes Leader 


Repeat-spacar 
array 
Vereinfachtes Diagramm eines CRISPR-Locus. Die drei Hauptkomponenten eines CRISPR-Locus werden gezeigt: cas- Gene, eine Leader-Sequenz und 
ein Repeat-Spacer-Array. Wiederholungen werden als graue Kästchen und Abstandshalter als farbige Balken dargestellt. Die Anordnung der drei 
Komponenten ist nicht immer wie abgebildet. Z&1221 Darüber hinaus können mehrere CRISPRs mit ähnlichen Sequenzen in einem einzigen Genom 


vorhanden sein, von denen nur eines mit cas- Genen assoziiert ist . 2% 


Im Jahr 2005 zeigten drei unabhängige Forschungsgruppen, dass einige CRISPR-Spacer von Phagen- DNA 

und extrachromosomaler DNA wie Plasmiden abgeleitet sind . suasa Tatsächlich handelt es sich bei den Spacern um 
DNA-Fragmente von Viren, die zuvor versucht hatten, die Zelle anzugreifen. Die Quelle der Spacer war ein Zeichen dafür, 
dass das CRISPR/ cas- System eine Rolle bei der adaptiven Immunität von Bakterien spielen könnte . za: Alle drei 
Studien, die diese Idee vorschlugen, wurden zunächst von hochkarätigen Zeitschriften abgelehnt, erschienen aber 
schließlich in anderen Zeitschriften. 23 


Die erste Veröffentlichung £2 von Mojica und Mitarbeitern der Universität Alicante , die eine Rolle von CRISPR-Cas bei der 
mikrobiellen Immunität vorschlägt , sagte eine Rolle des RNA-Transkripts von Spacern bei der Zielerkennung in einem 
Mechanismus voraus, der der RNA-Interferenz analog sein könnte System, das von eukaryontischen Zellen verwendet 


wird. Koonin und Kollegen erweiterten diese RNA-Interferenz-Hypothese, indem sie Wirkmechanismen für die 
verschiedenen CRISPR-Cas-Subtypen entsprechend der vorhergesagten Funktion ihrer Proteine vorschlugen. s 


Experimentelle Arbeiten mehrerer Gruppen enthüllten die grundlegenden Mechanismen der CRISPR-Cas-Immunität. Im 
Jahr 2007 wurden die ersten experimentellen Beweise veröffentlicht, dass CRISPR ein adaptives Immunsystem 

ist. tus Eine CRISPR-Region in Streptococcus thermophilus hat Spacer aus der DNA eines infizierenden Bakteriophagen 
erworben . Die Forscher manipulierten die Resistenz von S. thermophilus gegenüber verschiedenen Phagentypen, indem 
sie Spacer hinzufügten und entfernten, deren Sequenz mit der in den getesteten Phagen übereinstimmte. susa 2008 
identifizierten Brouns und Van der Oost einen Komplex von Cas-Proteinen (genannt Cascade), der in E. coliden CRISPR- 
RNA-Vorläufer innerhalb der Wiederholungen in reife Spacer-enthaltende RNA-Moleküle namens CRISPR-RNA (crRNA) 
schneiden, die an den Proteinkomplex gebunden blieben. za Darüber hinaus wurde festgestellt, dass Cascade, crRNA 
und eine Helikase/Nuklease ( Cas3 ) erforderlich sind, um einem bakteriellen Wirt eine Immunität gegen eine Infektion 
durch ein DNA-Virus zu verleihen . Durch die Entwicklung eines Antivirus-CRISPR demonstrierten sie, dass zwei 
Orientierungen der crRNA (Sense/Antisense) Immunität bereitstellten, was darauf hindeutet, dass die crRNA-Leitfäden 
auf dsDNA abzielten. In diesem Jahr bestätigten Marraffini und Sontheimer, dass eine CRISPR-Sequenz von S. 
epidermidis auf DNA und nicht auf RNA abzielte, um eine Konjugation zu verhindern. Dieses Ergebnis stand im 
Widerspruch zu dem vorgeschlagenen RNA-Interferenz-ähnlichen Mechanismus der CRISPR-Cas-Immunität, obwohl 
später in Pyrococcus furiosus ein CRISPR-Cas-System gefunden wurde, das auf fremde RNA abzielt . zer Eine Studie 
aus dem Jahr 2010 zeigte, dass CRISPR-Cas sowohl Phagenstränge als auch Plasmid-DNA in S. 

thermophilus schneidet . «u 


Cas9 [ Bearbeiten ] 
Hauptartikel: Cas9 


Die Forscher untersuchten ein einfacheres CRISPR-System aus Streptococcus pyogenes , das auf dem 

Protein Cas9 beruht . Die Cas9- Endonuklease ist ein Vierkomponentensystem, das zwei kleine Moleküle umfasst: crRNA 
und transaktivierende CRISPR-RNA (tracrRNA). 4a Jennifer Doudna und Emmanuelle Charpentier bauten die Cas9- 
Endonuklease in ein handlicheres Zweikomponentensystem um, indem sie die beiden RNA-Moleküle zu einer „Single- 
Guide-RNA“ fusionierten, die in Kombination mit Cas9 finden und schneiden konnte das von der Leit-RNA angegebene 
DNA-Ziel. Dieser Beitrag war so bedeutend, dass er mit dem Nobelpreis für Chemie ausgezeichnet wurdeim Jahr 2020. 
Durch Manipulation der Nukleotidsequenz der Leit-RNA könnte das künstliche Cas9-System so programmiert werden, 
dass es auf jede DNA-Sequenz zur Spaltung abzielt. #2 Eine weitere Gruppe von Mitarbeitern, die Virginijus 

Sikönys zusammen mit Gasiūnas, Barrangou und Horvath umfasste, zeigte, dass Cas9 aus dem CRISPR-System von S. 
thermophilus auch umprogrammiert werden kann, um durch Änderung der Sequenz seiner crRNA an eine Stelle ihrer 
Wahl zu zielen. Diese Fortschritte förderten die Bemühungen, Genome mit dem modifizierten CRISPR-Cas9-System zu 
bearbeiten. £a 


Gruppen unter der Leitung von Feng Zhang und George Church veröffentlichten zum ersten Mal gleichzeitig 
Beschreibungen der Genom-Editierung in menschlichen Zellkulturen unter Verwendung von CRISPR-Cas9. mmus Es hat 
sich seitdem in einer Vielzahl von Organismen, einschließlich Bäckerhefe ( Saccharomyces 

cerevisiae ), zarna die opportunistischen Pathogen Candida albicans , “sa Zebrafisch ( Danio rerio ), 5 Fruchtfliegen 

( Drosophila melanogaster ), 5253 Ameisen ( Harpegnathos saltator und_Ooceraea biroi 53 ), Mücken ( Aedes aegypti 9 ), 
Nematoden (_Caenorhabditis elegans ),n Pflanzen,sa Mäuse ( Mus musculus domesticus ) ‚saw Affen und menschliche 
Embryonen. £a 


CRISPR wurde modifiziert, um programmierbare Transkriptionsfaktoren herzustellen , die es Wissenschaftlern 
ermöglichen, gezielt auf bestimmte Gene zu zielen und sie zu aktivieren oder zum Schweigen zu bringen. s3 


Das CRISPR-Cas9-System hat gezeigt, dass es effektive Gen- Editierungen in menschlichen dreikernigen Zygoten 
vornimmt, die erstmals in einem Papier aus dem Jahr 2015 von den chinesischen Wissenschaftlern P. Liang und Y. Xu 
beschrieben wurden. Das System hat eine erfolgreiche Spaltung von mutiertem Beta-Hämoglobin (HBB) in 28 von 54 
Embryonen durchgeführt. 4 von 28 Embryonen wurden mit einer von den Wissenschaftlern bereitgestellten 
Spenderschablone erfolgreich rekombiniert. Die Wissenschaftler zeigten, dass bei der DNA-Rekombination des 
gespaltenen Strangs die homologe endogene Sequenz HBD mit der exogenen Donor-Matrize konkurriert. Die DNA- 
Reparatur in menschlichen Embryonen ist viel komplizierter und spezieller als in abgeleiteten Stammzellen. £a 


Cas12a (ehemals Cpf1) | Bearbeiten ] 
Hauptartikel: CRISPR/Cpf1 


Im Jahr 2015 wurde die Nuklease Cas12a (früher bekannt als Cpf1 £3 ) im CRISPR/Cpf1- System des 

Bakteriums Francisella novicida charakterisiert . sun Sein ursprünglicher Name stammt aus einer 2012 

erstellten Definition der TIGRFAMs- Proteinfamilie und spiegelt die Prävalenz seines CRISPR-Cas-Subtyps in 

den Prevotella- und Francisella- Linien wider . Cas12a wies mehrere wesentliche Unterschiede zu Cas9 auf, darunter: 
Verursachte einen „versetzten“ Schnitt in doppelsträngiger DNA im Gegensatz zu dem „stumpfen“ Schnitt, der von Cas9 
produziert wird, basierend auf einem „T-reichen“ PAM(bietet alternative Targeting-Sites für Cas9) und erfordert nur eine 
CRISPR-RNA (crRNA) für ein erfolgreiches Targeting. Cas9 benötigt dagegen sowohl crRNA als auch 

eine transaktivierende crRNA (tracrRNA). 


Diese Unterschiede können Cas12a gegenüber Cas$9 einige Vorteile verschaffen. Die kleinen crRNAs von Cas12a sind 
beispielsweise ideal für die Multiplex-Genom-Editierung, da mehr von ihnen in einen Vektor verpackt werden können als 
die sgRNAs von Cas9. Außerdem können die klebrigen 5’-Überhänge, die Cas12a hinterlässt, für die DNA-Assemblierung 
verwendet werden, die viel zielspezifischer ist als die herkömmliche Klonierung mit Restriktionsenzymen. £a Schließlich 
spaltet Cas12a DNA 18-23 Basenpaare stromabwärts von der PAM-Stelle. Dies bedeutet, dass die Erkennungssequenz 
nach der Reparatur nicht unterbrochen wird, und so ermöglicht Cas12a mehrere Runden der DNA-Spaltung. Da Cas9 
dagegen nur 3 Basenpaare stromaufwärts der PAM-Stelle schneidet, führt der NHEJ-Weg zu IndelMutationen, die die 
Erkennungssequenz zerstören und dadurch weitere Schnittrunden verhindern. Theoretisch sollten wiederholte Runden 
der DNA-Spaltung eine erhöhte Gelegenheit für das gewünschte genomische Editieren bewirken. £a Eine Besonderheit 
von Cas12a im Vergleich zu Cas9 besteht darin, dass Cas12a nach dem Schneiden seines Ziels an das Ziel gebunden 
bleibt und dann andere ssDNA-Moleküle unterschiedslos spaltet. za Diese Eigenschaft wird als "Kollateralspaltung" oder 
"Transspaltung" bezeichnet und wurde für die Entwicklung verschiedener diagnostischer Technologien ausgenutzt. rura 


Cas13 (ehemals C2c2) | Bearbeiten ] 


2016 wurde die Nuklease Cas13a (früher bekannt als C2c2) aus dem Bakterium Leptotrichia shahii charakterisiert. Cas13 
ist eine RNA-gesteuerte RNA-Endonuklease, das heißt, es spaltet keine DNA, sondern nur einzelsträngige RNA. Cas13 
wird von seiner crRNA zu einem ssRNA-Ziel geleitet und bindet und spaltet das Ziel. Ähnlich wie Cas12a bleibt das 
Cas13 an das Ziel gebunden und spaltet dann unterschiedslos andere ssRNA-Moleküle. 73 Diese Eigenschaft der 
Kollateralspaltung wurde für die Entwicklung verschiedener diagnostischer Technologien genutzt. Zuzıra 


Locus-Struktur [Bearbeiten ] 


Wiederholungen und Abstandshalter [ Bearbeiten ] 


Das CRISPR-Array besteht aus einer AT-reichen Leader-Sequenz, gefolgt von kurzen Wiederholungen, die durch 
einzigartige Spacer getrennt sind. = CRISPR-Wiederholungen haben typischerweise eine Größe von 28 bis 

37 Basenpaaren (bps), obwohl es nur 23 bp und bis zu 55 bp geben kann. za Einige weisen Dyadensymmetrie auf , was 
die Bildung einer Sekundärstruktur wie einer Stammschleife ('Haarnadel') in der RNA impliziert , während andere 
unstrukturiert sind. Die Größe der Spacer in verschiedenen CRISPR-Arrays beträgt typischerweise 32 bis 38 bp (Bereich 
21 bis 72 bp). za Neue Spacer können als Teil der Immunantwort auf eine Phageninfektion schnell erscheinen. Es gibt 
normalerweise weniger als 50 Einheiten der Repeat-Spacer-Sequenz in einem CRISPR-Array. za 


CRISPR-RNA-Strukturen [ Bearbeiten ] 


CRISPR-DR2 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01315. 


hs 


CRISPR-DR5 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF011318. 


CRISPR-DR6 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01319. 


. iM 
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CRISPR-DR8 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01321. 
f 


CRISPR-DR9 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01322. 


CRISPR-DR19 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01332 . 


CRISPR-DR41 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01350 . 


CRISPR-DR352 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01365 . 


CRISPR-DR57 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01370. 


CRISPR-DR65 
Sekundärstruktur aus der Rfam- Datenbank. Familie RF01378. 


Cas-Gene und CRISPR-Subtypen [ Bearbeiten ] 


Kleine Cluster von cas- Genen befinden sich oft neben CRISPR-Repeat-Spacer-Arrays. Zusammengefasst werden die 
93 cas- Gene auf der Grundlage der Sequenzähnlichkeit der kodierten Proteine in 35 Familien gruppiert. 11 der 35 
Familien bilden den cas- Kern, zu dem die Proteinfamilien Cas1 bis Cas9 gehören. Ein vollständiger CRISPR-Cas-Locus 
hat mindestens ein Gen, das zum Cas- Kern gehört. sa 


CRISPR-Cas-Systeme fallen in zwei Klassen. Klasse-1-Systeme verwenden einen Komplex aus mehreren Cas- 
Proteinen, um fremde Nukleinsäuren abzubauen. Klasse-2-Systeme verwenden für denselben Zweck ein einzelnes 
großes Cas-Protein. Klasse 1 ist in Typen I, III und IV unterteilt; Klasse 2 ist in die Typen Il, V und VI unterteilt. 21 Die 6 
Systemtypen sind in 19 Untertypen unterteilt. &2 Jeder Typ und die meisten Untertypen sind durch ein "Signaturgen" 
gekennzeichnet, das fast ausschließlich in der Kategorie zu finden ist. Die Klassifizierung basiert auch auf dem 
Komplement der vorhandenen cas- Gene. Die meisten CRISPR-Cas-Systeme haben ein Cas1- 

Protein. Die Phylogenie der Cas1-Proteine stimmt im Allgemeinen mit dem Klassifikationssystem überein, £a jedoch gibt 
es Ausnahmen aufgrund von Modul-Shuffling.20 Viele Organismen enthalten mehrere CRISPR-Cas-Systeme, was darauf 
hindeutet, dass sie kompatibel sind und Komponenten teilen können. ses Die sporadische Verteilung der CRISPR/Cas- 
Subtypen legt nahe, dass das CRISPR/Cas-Systemwährend der mikrobiellen Evolution einem _horizontalen 

Gentransfer unterliegt. 


Sue In dieser Tabelle fehlen Informationen zu UniProt- und InterPro-Querverweisen. Bitte erweitern Sie die Tabelle um 
= 5% diese Informationen. Weitere Details können auf der Diskussionsseite enthalten sein . ( Oktober 2020 ) 


Signaturgene und ihre mutmaßlichen Funktionen für die großen und kleinen CRISPR-cas-Typen. 


Cas- 


Untertyp Signaturprotein Funktion 


Einzelstrang-DNA-Nuklease (HD-Domäne) und ATP-abhängige Helikase 
Cas8a, Cas5 


Cas8b Cas8 ist eine Untereinheit des Interferenzmoduls, die für das Targeting von eindringender DNA durch Erkennung 
der PAM- Sequenz wichtig ist. Cas5 wird für die Verarbeitung und Stabilität von crRNAs benötigt 
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Cas10 Homolog von Cas10d und Csel. Bindet CRISPR-Ziel-RNA und fördert die Stabilität des Interferenzkomplexes 


M-A Csm2 Unentschlossen 


III-B cmr5 Unentschlossen 
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Die Nukleasen RuvC und HNH produzieren zusammen DSBs und können getrennt Einzelstrangbrüche 


ai erzeugen. Gewährleistet die Aufnahme von funktionellen Abstandshaltern während der Adaption. 


II-A Ringförmiges DNA-bindendes Protein. Beteiligt an der vorbereiteten Adaption im Typ II CRISPR-System. 


Endonuklease, die mit casl und cas2 zusammenarbeitet, um Spacer-Sequenzen zu erzeugen 


Gekennzeichnet durch das Fehlen von entweder Csn2 oder Cas4 


Casl2 Nuklease RuvC. Fehlt HNH. 
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Cas12a (Cpfl) 
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Cas12b (C2c1) 
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C2c4, C2c8, C2c9 


Cas13 RNA-gesteuerte RNase 
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Mechanismus | Bearbeiten ] 
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Die Stadien der CRISPR-Immunität für jede der drei Haupttypen der adaptiven Immunität. (1) Die Akquisition beginnt mit der Erkennung der 
eindringenden DNA durch Cas1 und Cas2 und der Spaltung eines Protospacers. (2) Der Protospacer wird an die direkte Wiederholung angrenzend an die 
Leadersequenz ligiert und (3) Einzelstrangverlängerung repariert das CRISPR und dupliziert die direkte Wiederholung. Die Verarbeitungs- und 
Interferenzstufen der crRNA treten in jedem der drei Haupt-CRISPR-Systeme unterschiedlich auf. (4) Das primäre CRISPR-Transkript wird von cas- 
Genen gespalten, um crRNAs zu produzieren. (5) In Typ-l-Systemen spalten Cas6e/Cas6f an der Verbindungsstelle von ssRNA und dsRNA, die durch 
Haarnadelschleifen in der direkten Wiederholung gebildet wird. Typ Il-Systeme verwenden eine transaktivierende (tracr) RNA, um dsRNA zu bilden, die 
von Cas9 . gespalten wirdund RNaselll. Typ-IIl-Systeme verwenden ein Cas6-Homolog, das keine Haarnadelschleifen in der direkten Wiederholung zur 
Spaltung erfordert. (6) In Typ-Il- und Typ-Ill-Systemen wird ein sekundäres Trimmen entweder am 5'- oder am 3'-Ende durchgeführt, um reife crRNAs zu 
produzieren. (7) Reife crRNAs assoziieren mit Cas-Proteinen, um Interferenzkomplexe zu bilden. (8) In Typ-I- und Typ-Il-Systemen sind 


Wechselwirkungen zwischen dem Protein und der PAM-Sequenz für den Abbau eingedrungener DNA erforderlich. Typ-IIl-Systeme erfordern keine PAM 


für einen erfolgreichen Abbau und in Typ-IIl-A-Systemen findet eine Basenpaarung zwischen der crRNA und mRNA statt der DNA statt, die von Typ-Ill-B- 


Systemen gezielt wird. 


Transkripte des CRISPR Genetic Locus und Reifung von pre-crRNA 


3D-Struktur des CRISPR-CasS9-Interferenzkomplexes 


CRISPR-Cas9 als molekulares Werkzeug führt gezielte DNA-Doppelstrangbrüche ein. 


Gene 
Editing 


Durch CRISPR-Cas$9 eingeführte Doppelstrang-DNA-Brüche ermöglichen eine weitere genetische Manipulation durch Ausnutzung endogener DNA- 


Reparaturmechanismen. 


Die CRISPR-Cas-Immunität ist ein natürlicher Prozess von Bakterien und Archaeen. xa CRISPR-Cas verhindert 
Bakteriophageninfektion, Konjugation und natürliche Transformation durch Abbau fremder Nukleinsäuren, die in die Zelle 
gelangen. s1 


Abstandsaufnahme | Bearbeiten ] 


Wenn ein Bakteriophage in eine Mikrobe eindringt , besteht die erste Stufe der Immunantwort darin, Phagen-DNA 
einzufangen und in Form eines Spacers in einen CRISPR-Locus einzufügen. Cas1 und Cas2 werden in beiden Typen des 
CRISPR-Cas-Immunsystems gefunden, was darauf hindeutet, dass sie an der Spacer-Akquisition beteiligt 

sind. Mutationsstudien bestätigten diese Hypothese und zeigten, dass die Entfernung von cas1 oder cas2 die Spacer- 
Akquisition stoppte, ohne die CRISPR-Immunantwort zu beeinträchtigen. Marazınosımoaımosı 


Mehrere Cas1-Proteine wurden charakterisiert und ihre Strukturen aufgeklärt. touren Cas1-Proteine haben 
verschiedene Aminosäuresequenzen . Ihre Kristallstrukturen sind jedoch ähnlich und alle gereinigten Cas1-Proteine sind 
metallabhängige Nukleasen/ Integrasen , die sequenzunabhängig an DNA binden. 2 Repräsentative Cas2-Proteine 
wurden charakterisiert und besitzen entweder (Einzelstrang) ssRNA- £a oder (Doppelstrang) 

dsDNA- mann spezifische Endoribonuklease- Aktivität. 


Im IE-System von E. coli bilden Cas1 und Cas2 einen Komplex, in dem ein Cas2-Dimer zwei Cas1-Dimere 

überbrückt. 2 In diesem Komplex übernimmt Cas2 eine nicht-enzymatische Gerüstfunktion, 2 bindet doppelsträngige 
Fragmente eindringender DNA, während Cas1 die einzelsträngigen Flanken der DNA bindet und deren Integration in 
CRISPR-Arrays katalysiert. maranısı Neue Spacer werden normalerweise am Anfang des CRISPR neben der Leader- 
Sequenz hinzugefügt, um eine chronologische Aufzeichnung von Virusinfektionen zu erstellen. "a In E. coli 

wird ein histonähnliches Protein namens Integration Host Factor ( IHF), das an die Leader-Sequenz bindet, ist für die 
Genauigkeit dieser Integration verantwortlich. 12 IHF verbessert auch die Integrationseffizienz im Typ-IF-System 

von Pectobacterium atrosepticum . ta aber in anderen Systemen können andere Wirtsfaktoren erforderlich sein ma 


Protospacer benachbarte Motive | bearbeiten ] 
Hauptartikel: Protospacer angrenzendes Motiv 


Die bioinformatische Analyse von Regionen von Phagengenomen, die als Spacer (genannt Protospacer) ausgeschnitten 
wurden, ergab, dass sie nicht zufällig ausgewählt wurden, sondern neben kurzen (3-5 bp) DNA-Sequenzen gefunden 
wurden, die als Protospacer-Nachbarmotive (PAM) bezeichnet werden. Die Analyse von CRISPR-Cas-Systemen zeigte, 
dass PAMs für Typ-I- und Typ-Il-Systeme wichtig sind, jedoch nicht für Typ-Ill-Systeme während der 

Akquisition. Barzonzumzamsn2a In Typ-I- und Typ-Il-Systemen werden Protospacer an Positionen neben einer PAM-Sequenz 
ausgeschnitten, wobei das andere Ende des Spacers mit einem Linealmechanismus geschnitten wird, wodurch die 
Regelmäßigkeit der Abstandshaltergröße im CRISPR-Array beibehalten wird. ts: Die Konservierung der PAM-Sequenz 
unterscheidet sich zwischen CRISPR-Cas-Systemen und scheint evolutionär mit Cas1 und der Leader-Sequenz 
verbunden zu sein . Maren 


Neue Spacer werden einem CRISPR-Array gerichtet hinzugefügt, 21 bevorzugt, Farzanzunzsinzs aber nicht ausschließlich, 
benachbart rana zur Leadersequenz. Die Analyse des Typ-IE-Systems aus E. coli zeigte, dass die erste direkte 
Wiederholung neben der Leader-Sequenz kopiert wird, wobei der neu erworbene Spacer zwischen den ersten und 
zweiten direkten Wiederholungen eingefügt wird. rems 


Die PAM-Sequenz scheint während der Spacer-Insertion in Typ-IE-Systemen wichtig zu sein. Diese Sequenz enthält ein 
stark konserviertes letztes Nukleotid (nt) neben dem ersten nt des Protospacers. Dieses nt wird die letzte Basis in der 
ersten direkten Wiederholung. Maırsansı Dies legt nahe, dass die Spacer-Akquisitionsmaschinerie einzelsträngige 
Überhänge in der vorletzten Position des direkten Repeats und in der PAM während der Spacer-Insertion 

erzeugt. Allerdings scheinen nicht alle CRISPR-Cas-Systeme diesen Mechanismus zu teilen, da PAMs in anderen 
Organismen in der Endposition nicht das gleiche Konservierungsniveau aufweisen. in Es ist wahrscheinlich, dass in 
diesen Systemen während der Aufnahme ganz am Ende der direkten Wiederholung und des Protospacers ein stumpfes 
Ende erzeugt wird. 


Einfügevarianten [| Bearbeiten ] 


Die Analyse von Sulfolobus solfataricus CRISPRs zeigte weitere Komplexitäten des kanonischen Modells der Spacer- 
Insertion, da einer seiner sechs CRISPR-Loci neue Spacer zufällig in sein CRISPR-Array einfügte, im Gegensatz zur 
Insertion am nächsten an der Leader-Sequenz. 13 


Mehrere CRISPRs enthalten viele Spacer zu demselben Phagen. Der Mechanismus, der dieses Phänomen verursacht, 
wurde im Typ-IE-System von E. coli entdeckt . Eine signifikante Verbesserung der Spacer-Akquisition wurde dort 
festgestellt, wo Spacer bereits auf den Phagen abzielen, sogar Fehlpaarungen zum Protospacer. Dieses „Priming“ 
erfordert, dass die Cas-Proteine, die sowohl an der Akquisition als auch an der Interferenz beteiligt sind, miteinander 
interagieren. Neu erworbene Spacer, die aus dem Priming-Mechanismus resultieren, befinden sich immer auf demselben 
Strang wie der Priming-Spacer. raınsansı Diese Beobachtung führte zu der Hypothese, dass die Akquisitionsmaschinerie 
nach dem Priming entlang der fremden DNA gleitet, um einen neuen Protospacer zu finden. reu 


Biogenese | Bearbeiten ] 


Aus der CRISPR-Sequenz muss CRISPR-RNA (crRNA) generiert werden, die später die Cas-Nuklease während des 
Interferenzschritts zum Ziel führt. Die crRNA wird zunächst als Teil eines einzelnen langen Transkripts transkribiert, das 
einen Großteil des CRISPR-Arrays umfasst. 22 Dieses Transkript wird dann von Cas-Proteinen gespalten, um crRNAs zu 
bilden. Der Mechanismus zur Herstellung von crRNAs unterscheidet sich zwischen den CRISPR/Cas-Systemen. In 
Systemen vom Typ IE und Typ IF erkennen die Proteine Cas6e bzw. Cas6f Stammschleifen arans die durch die 
Paarung identischer Wiederholungen entstehen, die die crRNA flankieren. 1:3 Diese Cas-Proteine spalten das längere 
Transkript am Rand der gepaarten Region und hinterlassen eine einzelne crRNA zusammen mit einem kleinen Rest der 
gepaarten Repeat-Region. 


Typ-Ill-Systeme verwenden ebenfalls Cas6, ihre Wiederholungen erzeugen jedoch keine Stiel-Loops. Die Spaltung erfolgt 
stattdessen durch das längere Transkript, das sich um das Cas6 wickelt, um eine Spaltung direkt stromaufwärts der 
Wiederholungssequenz zu ermöglichen. rmana 


Typ-Il-Systemen fehlt das Cas6-Gen und sie verwenden stattdessen RNaselll zur Spaltung. Funktionelle Typ-Il-Systeme 
kodieren eine extra kleine RNA, die komplementär zur Wiederholungssequenz ist, bekannt als transaktivierende 

crRNA (tracrRNA). 42e Transkription der tracrRNA und des primären CRISPR-Transkripts führt zur Basenpaarung und 
zur Bildung von dsRNA an der Wiederholungssequenz, die anschließend von RNaselll gezielt zur Herstellung von 
crRNAs eingesetzt wird. Im Gegensatz zu den anderen beiden Systemen enthält die crRNA nicht den vollständigen 
Spacer, der stattdessen an einem Ende abgeschnitten ist. 2a 


CrRNAs assoziieren mit Cas-Proteinen, um Ribonukleotidkomplexe zu bilden, die fremde Nukleinsäuren 

erkennen. CrRNAs zeigen keine Präferenz zwischen den kodierenden und nicht-kodierenden Strängen, was auf ein RNA- 
gesteuertes DNA-Targeting-System hinweist. sızarennosinssineonnan Der Typ-IE-Komplex (allgemein als Cascade bezeichnet) 
erfordert fünf Cas-Proteine, die an eine einzelne crRNA gebunden sind. mana 


Störung | Bearbeiten ] 


Während der Interferenzphase in Typ-I-Systemen wird die PAM-Sequenz auf dem crRNA-Komplementärstrang erkannt 
und wird zusammen mit dem crRNA-Annealing benötigt. In Typ-I-Systemen signalisiert die korrekte Basenpaarung 
zwischen der crRNA und dem Protospacer eine Konformationsänderung in Cascade, die Cas3 für den DNA- 

Abbau rekrutiert . 


Typ-Il-Systeme beruhen auf einem einzigen multifunktionellen Protein, Cas9 , für den Interferenzschritt. 21 Cas9 benötigt 
sowohl die crRNA als auch die tracrRNA, um zu funktionieren, und spaltet DNA unter Verwendung seiner dualen HNH- 


und RuvC/RNaseH-ähnlichen Endonukleasedomänen. In Typ-Il-Systemen ist eine Basenpaarung zwischen dem PAM 
und dem Phagengenom erforderlich. Die PAM wird jedoch auf demselben Strang wie die crRNA erkannt (der 
Gegenstrang zu Typ-I-Systemen). 


Typ-Ill-Systeme, wie Typ I, benötigen sechs oder sieben Cas-Proteine, die an crRNAs binden. maus Die aus S. 
solfataricus und P. furiosus analysierten Typ-Ill-Systeme zielen beide eher auf die mRNA von Phagen als auf das 
Phagen-DNA-Genom ab, sms was diese Systeme in einzigartiger Weise dazu befähigt, auf RNA-basierte Phagen zu 
zielen Genome. £s wurde auch festgestellt, dass Typ-Ill-Systeme neben RNA auch auf DNA abzielen, indem ein anderes 
Cas-Protein im Komplex, Cas10, verwendet wird. “a Es wurde gezeigt, dass die DNA-Spaltung transkriptionsabhängig 

ist, ma 


Der Mechanismus zur Unterscheidung von Eigen- und Fremd-DNA während der Interferenz ist in die crRNAs eingebaut 
und daher wahrscheinlich allen drei Systemen gemeinsam. Während des charakteristischen Reifungsprozesses jedes 
Haupttyps enthalten alle crRNAs eine Spacer-Sequenz und einen Teil der Wiederholung an einem oder beiden Enden. Es 
ist die partielle Wiederholungssequenz, die das CRISPR-Cas-System daran hindert, auf das Chromosom abzuzielen, da 
die Basenpaarung über die Spacer-Sequenz hinaus signalisiert und die DNA-Spaltung verhindert. a RNA-gesteuerte 
CRISPR-Enzyme werden als Typ-V-Restriktionsenzyme klassifiziert . 


Entwicklung [Bearbeiten ] 


CRISPR-assoziiertes Protein Cas2 (Anpassungs- 
RNase) 


Kristallstruktur eines hypothetischen Proteins tt1823 aus Thermus 


thermophilus 


Identifikatoren 


Symbol CRISPR_Cas2 
Pfam PF09827 
InterPro IPR019199 
cw cd09638 


zeigenVerfügbare Proteinstrukturen: 


CRISPR-assoziiertes Protein CasA/Csel (Typ-I- 
Effektor-DNase) 


Identifikatoren 


Symbol CRISPR_Csel 
Pfam PF09481 
InterPro IPR013381 
CDD cd09729 


zeigenVerfügbare Proteinstrukturen: 


CRISPR-assoziiertes Protein CasC/Cse3/Cas6 
(Typ-I-Effektor-RNase) 


Kristallstruktur eines Crispr-assoziierten Proteins aus Thermus 


thermophilus 


Identifikatoren 


Symbol CRISPR_assoc 
Pfam PF08798 
Pfam- Clan CL0362 
InterPro IPR010179 
CDD cd09727 


zeigenVerfügbare Proteinstrukturen: 


Es wird angenommen, dass sich die cas-Gene in den Adapter- und Effektormodulen des CRISPR-Cas-Systems aus zwei 
verschiedenen Vorfahrenmodulen entwickelt haben. Ein Transposon- ähnliches Element namens Casposon , das für die 
Cas1-ähnliche Integrase und möglicherweise andere Komponenten des Anpassungsmoduls kodiert, wurde neben dem 
angestammten Effektormodul eingefügt, das wahrscheinlich als unabhängiges angeborenes Immunsystem 

fungierte. “a Die hochkonservierten cas1- und cas2-Gene des Adaptermoduls entwickelten sich aus dem 
Vorfahrenmodul, während sich eine Vielzahl von Klasse-1-Effektor-cas-Genen aus dem Vorfahren-Effektormodul 
entwickelten. £! Die Evolution dieser verschiedenen cas-Gene des Klasse-1-Effektormoduls wurde von verschiedenen 
Mechanismen, wie Duplikationsereignissen, geleitet. 151Andererseits entstand jeder Typ von Klasse-2-Effektormodul aus 
aufeinanderfolgenden unabhängigen Insertionen von mobilen genetischen Elementen. 1521 Diese mobilen genetischen 
Elemente ersetzten die multiplen Gen-Effektor-Module, um einzelne Gen-Effektor-Module zu schaffen, die große Proteine 
produzieren, die alle notwendigen Aufgaben des Effektor-Moduls erfüllen. 152 Die Spacer-Regionen von CRISPR-Cas- 
Systemen werden direkt fremden mobilen genetischen Elementen entnommen, und daher ist ihre langfristige Entwicklung 
schwer zu verfolgen. 153 Es wurde festgestellt, dass die nicht-zufällige Evolution dieser Spacer-Regionen stark von der 
Umgebung und den speziellen darin enthaltenen fremden mobilen genetischen Elementen abhängt. "= 


CRISPR/Cas kann Bakterien gegen bestimmte Phagen immunisieren und so die Übertragung stoppen. Aus diesem 
Grund beschrieb Koonin CRISPR/Cas als einen Lamarckschen Vererbungsmechanismus. 1:3 Dies wurde jedoch von 
einem Kritiker bestritten, der feststellte: „Wir sollten uns an [Lamarck] wegen des Gutes erinnern, das er zur Wissenschaft 
beigetragen hat, nicht wegen der Dinge, die seiner Theorie nur oberflächlich ähneln verdeckt die einfache und elegante 
Art und Weise, wie Evolution wirklich funktioniert". 15! Neuere Studien haben jedoch gezeigt, dass die erworbenen 
Spacer-Regionen von CRISPR-Cas-Systemen tatsächlich eine Form der Lamarck-Evolution sind, da es sich um 
genetische Mutationen handelt, die erworben und dann weitergegeben werden. !srAndererseits entwickelt sich die 
Evolution der Cas-Genmaschinerie, die das System ermöglicht, durch die klassische Darwinsche Evolution. 157 


Koevolution [ Bearbeiten ] 


Die Analyse von CRISPR-Sequenzen ergab eine Koevolution von Wirts- und Virusgenomen. 1:2 Cas9-Proteine sind 

in pathogenen und kommensalen Bakterien stark angereichert . Die CRISPR/Cas-vermittelte Genregulation kann zur 
Regulation endogener bakterieller Gene beitragen, insbesondere während der Interaktion mit eukaryontischen 

Wirten. Zum Beispiel Francis novicida nutzt einen einzigartigen, kleinen, CRISPR / Cas-assoziierten RNA (Scarna) ein 
endogenes Transkript codiert , einen bakteriellen zurückzudrängen Lipoprotein , die kritisch ist F. novicida zu dampen 
Wirtsantwort und fördert Virulenz. 159 


Das grundlegende Modell der CRISPR-Evolution sind neu eingebaute Spacer, die Phagen dazu bringen, ihre Genome zu 
mutieren, um die bakterielle Immunantwort zu vermeiden, wodurch Vielfalt sowohl in der Phagen- als auch in der 
Wirtspopulation geschaffen wird. Um einer Phageninfektion zu widerstehen, muss die Sequenz des CRISPR-Spacers 
perfekt mit der Sequenz des Zielgens des Phagen übereinstimmen. Durch Punktmutationen im Spacer können Phagen 
ihre Wirte weiterhin infizieren. “a€ ähnliche Stringenz ist bei PAM erforderlich oder der Bakterienstamm bleibt 
Phagensensitiv. 1211s 


Preise [ Bearbeiten ] 


Eine Studie mit 124 S. thermophilus- Stämmen zeigte, dass 26% aller Spacer einzigartig waren und dass verschiedene 
CRISPR-Loci unterschiedliche Spacer-Akquisitionsraten zeigten. 2a Einige CRISPR-Loci entwickeln sich schneller als 
andere, wodurch die phylogenetischen Beziehungen der Stämme bestimmt werden konnten. Eine vergleichende 
Genomanalyse zeigte, dass sich E. coli und S. enterica viel langsamer entwickeln als S. thermophilus . Die Stämme der 
letzteren, die vor 250.000 Jahren auseinandergingen, enthielten immer noch das gleiche Spacer-Komplement. 1 


Die metagenomische Analyse von zwei Säure-Minen-Drainage- Biofilmen zeigte, dass einer der analysierten CRISPRs im 
Vergleich zum anderen Biofilm umfangreiche Deletionen und Spacer-Additionen aufwies, was auf eine höhere 
Phagenaktivität/Prävalenz in einer Gemeinschaft als in der anderen schließen lässt. 72 In der Mundhöhle ergab eine 
zeitliche Studie, dass 7-22% der Abstandshalter über 17 Monate hinweg von einer Person geteilt wurden, während 
weniger als 2% von Einzelpersonen geteilt wurden. £a 


Aus derselben Umgebung wurde ein einzelner Stamm unter Verwendung von PCR- Primern verfolgt, die für sein 
CRISPR-System spezifisch sind. Die breit angelegten Ergebnisse der Spacer-Anwesenheit/Abwesenheit zeigten eine 
signifikante Diversität. Dieses CRISPR fügte jedoch über 17 Monate 3 Spacer hinzu, "= was darauf hindeutet, dass sich 
selbst in einer Umgebung mit signifikanter CRISPR-Diversität einige Loci langsam entwickeln. 


CRISPRs wurden aus den Metagenomen analysiert, die für das Human-Mikrobiom-Projekt produziert wurden . £s Obwohl 
die meisten körperstellenspezifisch waren, werden einige innerhalb einer Körperstelle weitestgehend von Einzelpersonen 
geteilt. Einer dieser Loci stammte von Streptokokken- Spezies und enthielt etwa 15.000 Spacer, von denen 50 % 
einzigartig waren. Ähnlich wie bei den gezielten Studien der Mundhöhle zeigten einige im Laufe der Zeit nur eine geringe 
Entwicklung. 11 


Die CRISPR-Evolution wurde in Chemostaten mit S. thermophilus untersucht , um die Aufnahmeraten von 
Abstandshaltern direkt zu untersuchen. In einer Woche erhielten S. thermophilus- Stämme bis zu drei Spacer, wenn sie 
mit einem einzelnen Phagen herausgefordert wurden. +a Während des gleichen Intervalls entwickelten die 

Phagen einzelne Nukleotidpolymorphismen , die in der Population fixiert wurden, was darauf hindeutet, dass das 
Targeting die Phagenreplikation ohne diese Mutationen verhindert hatte. 12 


Ein weiteres S. thermophilus- Experiment zeigte, dass Phagen in Wirten mit nur einem Targeting-Spacer infizieren und 
replizieren können. Ein weiterer zeigte, dass empfindliche Wirte in Umgebungen mit hohen Phagentitern existieren 
können. 131 Die Chemostat- und Beobachtungsstudien weisen auf viele Nuancen von CRISPR und Phagen(Ko)evolution 
hin. 


Identifikation [ Bearbeiten ] 


CRISPRs sind unter Bakterien und Archaeen weit verbreitet s1 und weisen einige Sequenzähnlichkeiten auf. 13 Ihre 
bemerkenswerteste Eigenschaft sind ihre sich wiederholenden Spacer und direkten Wiederholungen. Diese Eigenschaft 
macht CRISPRs in langen DNA-Sequenzen leicht identifizierbar, da die Anzahl der Wiederholungen die 
Wahrscheinlichkeit einer falsch positiven Übereinstimmung verringert. rsa 


Die Analyse von CRISPRs in metagenomischen Daten ist eine größere Herausforderung, da sich CRISPR-Loci aufgrund 
ihrer sich wiederholenden Natur oder durch Dehnungsvariation normalerweise nicht zusammenfügen, was die 
Assemblierungsalgorithmen durcheinander bringt. Wenn viele Referenzgenome verfügbar sind, kann die Polymerase- 
Kettenreaktion (PCR) verwendet werden, um CRISPR-Arrays zu amplifizieren und den Spacer-Gehalt zu 

analysieren. tzurzsınssinesierines; Dieser Ansatz liefert jedoch nur Informationen für spezifisch zielgerichtete CRISPRs und für 
Organismen mit ausreichender Repräsentanz in öffentlichen Datenbanken, um zuverlässige Polymerase- 
Kettenreaktionen zu entwickeln(PCR)-Primer. Degenerierte Repeat-spezifische Primer können verwendet werden, um 
CRISPR-Spacer direkt aus Umgebungsproben zu amplifizieren; Amplikons, die zwei oder drei Spacer enthalten, können 
dann rechnerisch zusammengesetzt werden, um lange CRISPR-Arrays zu rekonstruieren. 11 


Die Alternative besteht darin, CRISPR-Arrays aus Schroftflinten-Metagenomdaten zu extrahieren und zu 

rekonstruieren. Dies ist rechentechnisch schwieriger, insbesondere bei Sequenzierungstechnologien der zweiten 
Generation (zB 454, Illumina), da die kurzen Leselängen verhindern, dass mehr als zwei oder drei 
Wiederholungseinheiten in einem einzigen Lesevorgang erscheinen. Die CRISPR-Identifizierung in Raw-Reads wurde 
durch eine reine De-novo- Identifizierung !& oder durch Verwendung direkter Wiederholungssequenzen in teilweise 
zusammengesetzten CRISPR-Arrays aus Contigs (überlappende DNA-Segmente, die zusammen eine Konsensusregion 
der DNA darstellen) 11 und direkte Wiederholungssequenzen aus . erreicht veröffentlichte Genome “a als Hook zum 
Identifizieren von direkten Wiederholungen in einzelnen Reads. 


Verwendung durch Phagen [ Bearbeiten ] 


Eine andere Möglichkeit für Bakterien, sich gegen eine Phageninfektion zu verteidigen, sind Chromosomeninseln . Ein 
Subtyp von Chromosomeninseln, der als Phagen-induzierbare Chromosomeninsel (PICI) bezeichnet wird, wird bei einer 
Phageninfektion aus einem bakteriellen Chromosom herausgeschnitten und kann die Phagenreplikation 

hemmen. 1PICls werden durch bestimmte gemäßigte Staphylokokken-Phagen induziert, ausgeschnitten, repliziert und 
schließlich in kleine Kapside verpackt. PCIs verwenden mehrere Mechanismen, um die Reproduktion von Phagen zu 
blockieren. Im ersten Mechanismus blockiert PICI-kodiertes Ppi differenziell die Phagenreifung, indem es spezifisch mit 
dem Phagen TerS bindet oder mit diesem interagiert, und blockiert somit die Bildung des Phagen TerS/TerL-Komplexes, 
der für die Phagen-DNA-Verpackung verantwortlich ist. Im zweiten Mechanismus lenken PICI CpmAB das 
morphogenetische Protein des Phagenkapsids um, um 95 % des Kapsids von SaPI-Größe herzustellen, und die Phagen- 
DNA kann nur 1/3 ihres Genoms in dieses kleine Kapsid verpacken und wird somit zu nicht lebensfähigen Phagen. t21Der 
dritte Mechanismus umfasst zwei Proteine, PtiA und PtiB, die auf das LtrC abzielen, das für die Produktion von Virion- 
und Lyseproteinen verantwortlich ist. Dieser Interferenzmechanismus wird durch ein modulatorisches Protein, PtiM, 
moduliert, das an eines der Interferenz-vermittelnden Proteine, PtiA, bindet und somit das erforderliche Maß an 
Interferenz erreicht. 12 


Eine Studie zeigte, dass der Iytische ICP1-Phagen, der speziell auf die Vibrio cholerae- Serogruppe O1 abzielt, ein 
CRISPR/Cas-System erworben hat, das auf ein V. cholera- PICI-ähnliches Element abzielt. Das System hat 2 CRISPR- 
Loci und 9 Cas-Gene. Es scheint homolog zu dem IF-System zu sein, das in Yersinia pestis gefunden wird . Darüber 
hinaus kann ICP1 CRISPR/Cas wie das bakterielle CRISPR/Cas-System neue Sequenzen erwerben, die es Phagen und 
Wirt ermöglichen, sich gemeinsam zu entwickeln. nmana 


Es wurde gezeigt, dass bestimmte Archaeenviren Mini-CRISPR-Arrays mit einem oder zwei Spacern tragen. Es wurde 
gezeigt, dass Spacer innerhalb der virusgetragenen CRISPR-Arrays auf andere Viren und Plasmide abzielen, was darauf 
hindeutet, dass Mini-CRISPR-Arrays einen Mechanismus des heterotypischen Superinfektionsausschlusses darstellen 
und an interviralen Konflikten beteiligt sind. rs 


Anwendungen [Bearbeiten ] 


CRISPR-Gen-Editierung | Bearbeiten ] 
Hauptartikel: CRISPR-Genbearbeitung 


Die CRISPR-Technologie wird in der Lebensmittel- und Landwirtschaftsindustrie eingesetzt, um probiotische Kulturen zu 
entwickeln und Industriekulturen (z. B. für Joghurt) gegen Infektionen zu immunisieren. Es wird auch in Pflanzen 
verwendet, um den Ertrag, die Trockenheitstoleranz und den Nährwert zu verbessern. ann 


Bis Ende 2014 wurden rund 1000 Forschungsarbeiten veröffentlicht, in denen CRISPR erwähnt wurde. nawa Die 
Technologie wurde verwendet, um Gene in menschlichen Zelllinien und Zellen funktionell zu inaktivieren, Candida 
albicans zu untersuchen , Hefen zur Herstellung von Biokraftstoffen zu modifizieren und Kulturpflanzenstämme genetisch 
zu modifizieren . =a Hsu und seine Kollegen stellen fest, dass die Fähigkeit, die genetischen Sequenzen zu manipulieren, 
ein Reverse Engineering ermöglicht, das die Biokraftstoffproduktion positiv beeinflussen kann. 1&U CRISPR kann auch 
verwendet werden, um Mücken so zu verändern, dass sie Krankheiten wie Malaria nicht übertragen können. ":!CRISPR- 
basierte Ansätze, die Cas12a verwenden, wurden kürzlich bei der erfolgreichen Modifikation einer Vielzahl von 
Pflanzenarten verwendet. 1 


Im Juli 2019 wurde CRISPR zur experimentellen Behandlung eines Patienten mit einer genetischen Störung 
eingesetzt. Bei der Patientin handelte es sich um eine 34-jährige Frau mit Sichelzellanämie . 1 


Im Februar 2020 wurden Fortschritte bei HIV- Behandlungen erzielt, wobei 60-80% der integrierten viralen DNA bei 
Mäusen entfernt wurden und einige nach Bearbeitungen mit LASER ART, einer neuen antiretroviralen Therapie, und 
CRISPR vollständig frei von dem Virus waren. £% 


Im März 2020 wurde ein CRISPR-modifiziertes Virus in das Auge eines Patienten injiziert, um zu versuchen, 
die Lebersche angeborene Amaurose zu behandeln . tssı 


In Zukunft könnte die CRISPR-Genbearbeitung möglicherweise dazu verwendet werden, neue Arten zu erschaffen oder 
ausgestorbene Arten aus eng verwandten Arten wiederzubeleben. «s 


CRISPR-basierte Neubewertungen von Behauptungen über Gen-Krankheit-Beziehungen haben zur Entdeckung 
potenziell wichtiger Anomalien geführt. nsa 


CRISPR als Diagnosewerkzeug | Bearbeiten ] 


CRISPR-assoziierte Nukleasen haben sich aufgrund ihrer Fähigkeit, Nukleinsäuresequenzen in einem hohen Hintergrund 
von Nicht-Zielsequenzen gezielt anzusteuern, als Werkzeug für molekulare Tests als nützlich erwiesen. Im Jahr 2016 
wurde die Cas9-Nuklease verwendet, um unerwünschte Nukleotidsequenzen in Sequenzierungsbibliotheken der 
nächsten Generation zu entfernen, während nur 250 Picogramm anfänglicher RNA-Input benötigt wurden. £ Ab 2017 
wurden CRISPR-assoziierte Nukleasen auch für die direkte diagnostische Testung von Nukleinsäuren bis hin zur 
Einzelmolekülsensitivität verwendet. ransa 


Durch die Kopplung der CRISPR-basierten Diagnostik an weitere enzymatische Prozesse ist der Nachweis von 
Molekülen jenseits von Nukleinsäuren möglich. Ein Beispiel für eine gekoppelte Technologie ist das SHERLOCK-basierte 
Profiling of IN vitro Transcription (SPRINT). SPRINT kann verwendet werden, um mit hohem Durchsatz oder mit 
tragbaren Point-of-Care-Geräten eine Vielzahl von Substanzen wie Metaboliten in Patientenproben oder Kontaminanten 
in Umweltproben nachzuweisen. 1a CRISPR/Cas-Plattformen werden auch für den Nachweis Mursuneansırz und die 
Inaktivierung von SARS-CoV-2 , dem Virus, das COVID-19 verursacht, untersucht . re 


Schematisches Flussdiagramm molekularer Nachweismethoden für das COVID-19-Virus; doi.org/10.7717/peerj.10180 
Siehe auch [ Bearbeiten ] 


e Anti-CRISPR 
e CRISPR/Cas-Tools 


e CRISPR-Genbearbeitung 
e Das CRISPR-Journal 


e DRACO 
e Gen-Knockout 
e Genetik 


e Genomweite CRISPR-Cas9-Knockout-Screens 
e Glossar der Genetik 

e Human Nature (Dokumentarfilm 2019) 

e Erstbearbeitung 

e RNAI 

e SIRNA 

e Surveyor-Nuklease-Assay 

e Synthetische Biologie 

e Zinkfinger 


Notizen [ Bearbeiten ] 


1. ^ Subtyp IG war früher als Subtyp IU bekannt . £a 
2. ^ Subtyp VK war früher als Subtyp VU 5 bekannt..2ı 
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Externe Links [Bearbeiten ] 


Wikimedia Commons hat 
9 Medien im Zusammenhang 


mit CRISPR . 


Scholia hat 


SCHOLIA ein Themenprofil für CRISPR . 


e Advanced Gene Editing: CRISPR-Cas9 Congressional Research Service 

e Jennifer Doudna Talk: Genome Engineering mit CRISPR-Cas9: Geburt einer bahnbrechenden Technologie 

e Übersicht aller in der PDB für UniProt verfügbaren Strukturinformationen : Q46901 (CRISPR-System Cascade- 
Untereinheit CasA) in der PDBe-KB . 

e Übersicht aller in der PDB für UniProt verfügbaren Strukturinformationen : P76632 (CRISPR-System Cascade- 
Untereinheit CasB) in der PDBe-KB . 

e Übersicht aller in der PDB für UniProt verfügbaren Strukturinformationen : Q46899 (CRISPR-System Cascade 
subunit CasC) bei der PDBe-KB . 

e Übersicht aller in der PDB für UniProt verfügbaren Strukturinformationen : Q46898 (CRISPR-System Cascade 
subunit CasD) bei der PDBe-KB . 

e Übersicht aller in der PDB für UniProt verfügbaren Strukturinformationen : Q46897 (CRISPR-System Cascade 
subunit CasE) in der PDBe-KB . 
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